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摘要 :【 目 的 ] se, SEHR Plutella xylostella 一 普通 气味 受 体 基因 ,明确 其 在 不 同 组 织 中 的 表达 分 布 , 并 鉴定 其 功能 ， 
为 了 解 小 菜 蛾 对 寄主 植物 的 识别 机 制 提供 理论 基础 。[ 方 法 ] 在 小 菜 蛾 成 虫 触角 转录 组 测序 和 分 析 的 基础 上 ,通过 
PCR 技术 克隆 得 到 一 气味 受 体 基 因 的 全 长 序列 ,利用 半 定 量 RT-PCR 人 研究 其 在 肉 雄 峨 不 同 组 织 中 的 表达 ,并 通过 
爪 蟾 卵 母 细 胞 体外 表达 结合 双 电 极 电 压 钳 技术 测试 该 受 体 对 59 种 植物 挥发 物 刺激 的 反应 。[【 结果 】 在 前 期 研究 
中 ,通过 转录 组 测序 和 生物 信息 学 分 析 ,预测 获得 了 多 条 小 菜 蛾 气味 受 体 基 因 序 列 。 本 研究 中 ,我 们 克隆 得 到 了 其 
中 一 小 菜 蛾 气味 受 体 基 因 PxylOR9 的 cDNA 全 长 序列 (GenBank 登录 号 : KP757898) , PxylOR9 包括 6 个 跨 膜 结构 
域 ,N 末端 位 于 胞 内 ,符合 昆虫 气味 受 体 的 典型 特征 。 与 其 他 鳞 翅 目 昆 虫 气味 受 体 构建 的 进化 树 分 析 结 果 显 示 ， 
PxylOR9 与 性 信息 素 受 体 具 有 明显 的 分 离 ,并 与 普通 气味 受 体 聚集 在 一 起 。 半 定量 RT-PCR 结果 显示 ,Pxy10R9 (X. 
在 肉 雄 触角 中 表达 且 无 肉 雄 差异 。 双 电极 电压 错 记 录 结果 显示 ,在 测试 的 植物 挥发 物 中 PxylOR 只 对 植物 挥发 物 
B- 紫 罗兰 酮 的 刺激 具有 反应 。[【 结论] 本 研究 从 小 菜 蛾 中 克隆 得 到 Pxy10R9 的 全 长 序列 ,其 编码 产物 具有 气味 受 体 
的 典型 特征 并 且 属 于 普通 气味 受 体 。 该 基因 在 仅 在 小 菜 蛾 成 虫 触 角 中 高 表达 。 体 外 功能 研究 证 明 PxylORO 对 植 
物 挥发 物 B- 紫 罗兰 酮 具有 特异 反应 ,推测 其 参与 了 小 荣 蛾 对 植物 的 识别 。 
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Plutellidae ) 
LIU Yi-Peng'^, LIU Yang’, YANG Ting^* , GUI Fu-Rong"* , WANG Gui-Rong' (1. College of Plant 
Protection, Yunnan Agricultural University, Kunming 650201, China; 2. State Key Laboratory for 











































































































































































































































































































































































































Biology of Plant Diseases and Insect Pests, Institute of Plant Protection, Chinese Academy of Agricultural 
Sciences, Beijing 100193, China) 

Abstract: [ Aim] The objective of this study is to clone an odorant receptor gene from the diamondback 
moth, Plutella xylostella, characterize its expression profiles in different tissues and investigate its 
function. Our study provides a theoretical basis for understanding the mechanisms of host plant 
recognition of the diamondback moth. [Methods] The full-length cDNA sequence of PxylOR9 gene was 
obtained and cloned based on the transcriptome analysis of adult P. xylostella antennae. The relative 
expression levels of this gene in different tissues of both adult males and females were detected using 
semi-quantitative RT-PCR. Two-electrode voltage clamp electrophysiological recording was used to test 
the response of Xenopus oocytes injected with PxylORO to 59 plant volatiles in vitro. [Results] Based on 
transcriptome sequencing and analysis in the preliminary study, several sequences of odorant receptors 
were predicted in P. xylostella. The full length cDNA of one of these genes, PxylOR9 ( GenBank 
accession number; KP757898) , was cloned in this study. Sequence analysis revealed that PxylOR9 has 
six transmembrane domains with an intracellular N-terminus, which is the typical structure of insect 
odorant receptors. Phylogenetic analysis showed that PxylORO9 is obviously different from sex pheromone 


receptors of several lepidopteran insects, but cluster together with their other general odorant receptors. 
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The semi-quantitative RT-PCR results showed that the expression level of PxylOR9 was much higher in the 


antennae of both males and females than in other tissues. Voltage clamp electrophysiological recording 


indicated that PxylOR9 could only respond to the stimulation with B-ionone among the tested plant volatiles. 


[Conclusion] PxylOR9 of P. xylostella belongs to the general odorant receptor with a typical characteristic. 


PxylOR9 is highly expressed in adult antennae of P. xylostella. PxylOR9 can be activated by plant volatile B- 


ionone , implying that PxylOR9 may be involved in the recognition of P. xylostella to plants. 


Key words: Plutella xylostella; general odorant receptor; semi-quantitative RT-PCR; two-electrode 


voltage clamp; B-ionone 





昆虫 的 嗅觉 系统 在 昆虫 的 生存 和 适应 环境 的 过 








al., 2010) 等 方面 做 了 大 量 研究 。 已 鉴定 到 的 昆虫 














程 中 起 到 重要 的 作用 , 它 在 昆虫 进行 寄主 选择 `. 砚 
食 、 化 殖 及 躲避 天 政 等 过 程 中 发 挥 了 重要 作用 
( Bruce et al., 2005; Song et al., 2008) 。 在 感受 外 
界 信息 物质 的 过 程 中 ,昆虫 的 触角 发 挥 着 关键 的 作 
用 。 和 触角 上 分 布 着 各 种 嗅觉 感 器 ,是 参与 气味 识别 
的 主要 结构 。 这 些 串 觉 感 器 是 由 触角 表皮 细胞 特 化 
而 来 ,它们 与 神经 系统 连接 ,从 而 调节 着 昆虫 行为 与 
化 学 .物理 等 各 种 环境 刺激 因子 的 关系 。 在 嗅觉 感 
带 中 ,外 界 脂 溶 性 的 气味 分 子 穿 透 触 角 上 皮 细 胞 间 
的 孔道 扩散 进入 到 触角 感 器 淋巴 液 并 与 气味 结合 
白 (odorant-binding proteins, OBPs) 结合 之 后 ,气味 
分 子 \ 气 味 结 合 蛋 白 复合 物 穿 过 水 溶性 的 感 器 淋巴 
液 , 最 后 到 达 嗅 党 感 觉 神 经 元 树 突 膜 表面 。 在 嗅觉 
感觉 神经 元 树 突 膜 上 分 布 着 气味 受 体 (odorant 
receptors, ORs) ,气味 分 子 单独 或 是 气味 分 子 \ 气 味 
结合 蛋白 的 复合 物 激活 对 应 的 气味 受 体 , 从 而 向 下 
游 传递 嗅觉 信号 ,使 昆虫 产生 相关 的 行为 反应 。 在 
气味 识别 过 程 中 ,气味 受 体 介 导 的 气味 分 子 与 嗅觉 
神经 的 专 一 性 结合 起 着 关键 作用 ,因此 要 深入 了 解 
昆虫 对 化 学 信号 识别 分 子 机 制 的 关键 是 对 其 嗅觉 受 
体 进 行 研 究 (Clyne et al., 1999; Vosshall et al., 
1999; Zwiebel and Takken, 2004; 巩 中 军 等 ，2008 ; 
杨 海 次 等 , 2008 ) 。 

昆虫 的 气味 受 体 具 有 与 线虫 和 疹 椎 动物 的 气味 
受 体 截 然 相 反 的 拓扑 结构 ,其 受 体 蛋白 的 N 末端 位 
于 细胞 膜 内 ,而 C 末端 位 于 细胞 膜 胞 外 (Benton et 
al., 2006; Wistrand et al., 2006) 。 由 于 在 整个 气味 
识别 过 程 中 起 着 关键 作用 ,所 以 气味 受 体 一 直 是 嗅 
觉 研 究 的 核心 和 热点 。 到 目前 为 止 在 黑 腹 果 量 
Drosophila melanogaster , Vt 7j Z$% Apis mellifera 、 烟 草 
KIR Manduca sexta. 等 昆虫 气味 受 体 鉴定 (Clyne et 
al., 1999; Robertson et al., 2010) 、 结 构 特 征 (Benton 
et al., 2006; Wistrand et al., 2006) 和 功能 (Wanner 
et al., 2007; Nichols and Luetje, 2010; Marshall et 



















































































气味 受 体 可 以 分 为 2 类 ,第 Y 种 为 在 不 同 昆 虫 间 高 
度 保守 且 广 泛 表 达 的 非典 型 受 体 (olfactory receptor 
co-receptor, Orco) ;第 2 种 为 数目 众多 种 类 种 间 高 
度 变 异 的 传统 气味 受 体 (conventional odorant 
receptor, ORx ) ( Mombaerts, 1999; Benton et al., 
2006) , Orco 几乎 在 所 有 的 嗅觉 神经 元 中 都 有 表达 ， 
且 不 单独 对 气味 分 子 起 识别 作用 (Dobritsa et al., 
2003) ,而 是 与 后 者 形成 异 源 二 聚 体 ,帮助 后 者 定位 
到 嗅觉 神经 树 突 膜 上 的 正确 位 点 ,以 增强 气味 受 体 
对 气味 的 敏感 性 (Larsson et al., 2004) 。 

气味 受 体 按 照 其 功能 可 分 为 识别 昆虫 性 信息 素 
的 性 信息 素 受 体 (pheromone receptor, PR) 和 识别 其 
他 普通 气味 如 植物 挥发 物 的 普通 气味 受 体 。 性 信息 
素 受 体 在 蛾 类 中 较 保 守 , 只 对 性 信息 素 成 分 具有 特 
异性 反应 。 而 普通 气味 受 体 具 有 更 高 的 特异 性 , 功 
能 也 更 加 广泛 (Tamura et al., 2011; Liu et al., 
2012; Sun et al., 2013) 。 由 于 近年 来 二 代 测 序 技术 
的 发 展 ,通过 基因 组 和 转录 组 测序 的 方法 ,目前 已 对 
多 种 农业 害虫 包括 小 菜 蛾 Plutella xylostella (FLX 
等 , 2014) .棉铃 虫 Helicoverpa armigera ( Xl] ^ Jil] 4$ , 
2014) , MH 3 TX IR Spodoptera exigua ( 刘 程 程 等 ， 
2013) .家 看 Bombyx mori ( Tanaka et al., 2009) 、 烟 
草 天 蛾 M. sexta (GroBe-Wilde et al., 2010) CERI 
卷 蛾 Epiphyas postvittana ( Jordan et al., 2009) ) 和 海 
灰 翅 夜 蛾 Spodoptera littoralis ( Brigaud et al., 2009) 
等 的 气味 受 体 进行 了 全 面 鉴定 。 

随 着 昆虫 气味 受 体 不 断 的 被 鉴定 出 来 ,研究 者 
们 开始 从 分 子 和 细胞 水 平 对 气味 受 体 的 功能 开展 研 
究 。 目 前 常用 的 方法 就 是 将 气味 受 体 在 爪 蟾 卵 母 细 
胞 (Xenopus oocytes) 中 进行 体外 表达 ,再 通过 双 电极 
旺 压 钳 技术 记录 卵 母 细胞 在 不 同 气味 物质 刺激 后 的 
旺 生 理 反 应 ,因此 来 确定 气味 受 体 的 功能 。 目 前 通 
过 这 种 方法 已 经 验证 了 果 蝇 、 栅 铃 虫 .小 沫 蛾 和 斜纹 
夜 蛾 等 多 种 昆虫 气味 受 体 ( 主要 是 性 信息 素 受 体 ) 的 








































































































5 期 刘 一 鹏 等 : 小 菜 蛾 普通 气味 受 体 基 
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功能 (Wetzel et al., 2001; Liu et al., 2013; Sun et al., 
2013; Zhang et al., 2013) 。 环 境 中 的 信息 化 合 物种 类 
很 多 ,而 植物 产生 的 挥发 性 气味 化 合 物 在 昆虫 与 植物 
的 化 学 通讯 中 起 着 关键 作用 ( 杜 家 纬 , 2001) 。 

小 菜 蛾 属 鳞 翅 目 夜 蛾 科 , 因 其 繁殖 能 力 强 , 寄 主 
范围 广 , 极 易 产生 抗 药性 ,难于 防治 等 特点 ,已 成 为 
世界 性 的 主要 害虫 。 因 此 ,寻找 并 开辟 小 菜 蛾 防治 
新 途径 成 为 当前 蔬菜 生产 中 急需 解决 的 问题 之 一 。 
很 多 学 者 已 经 将 小 菜 蛾 噢 觉 作为 研究 的 重点 ,利用 
植物 次 生化 合 物 来 控制 小 沫 蛾 ,开发 植物 保护 剂 是 
近年 来 的 研究 热点 。 小 菜 蛾 的 性 信息 素 受 体 成 分 是 
Z11-16: Ald; Z11-16: Ac;Z11-16: OH (Tamaki et 
al., 1977 ; Chou et al., 1977) ,已 对 小 菜 蛾 的 性 信息 
素 受 体 进行 了 克隆 和 功能 研究 (Sun et al., 2013) 。 
而 对 小 菜 蛾 普通 气味 受 体 的 研究 较 少 , 仅 有 本 实验 
室 前 期 报道 了 3 个 小 羔 蛾 普通 气味 受 体 的 克隆 及 表 
达 人 研究。 研究 小 菜 蛾 普通 气味 受 体 有 利于 我 们 深入 
了 解 小 沫 蛾 的 寄主 识别 机 制 , 从 而 为 小 荣 蛾 的 防治 
提供 新 的 途径 。 在 本 研究 中 , 从 小 菜 蛾 的 触角 克隆 
得 到 一 气味 受 体 基因 的 全 长 序列 ;利用 半 定 量 RT- 
PCR ,证 明 该 基因 仅 在 小 汪 蛾 成 虫 触 角 中 高 表达 ; 通 
过 爪 蟾 卵 母 细胞 体外 表达 结合 双 电 极 电压 钳 技术 ， 
发 现 该 受 体 对 植物 挥发 物 B- 紫 罗兰 酮 的 刺激 具有 
特异 反应 ,推测 其 参与 了 小 菜 蛾 对 植物 的 识别 。 

























































































1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 和 组 织 收集 
实验 用 的 小 菜 蛾 采 自 北京 近郊 区 的 田间 ,在 中 











国 农 业 科学 院 植 物 保护 研究 所 实验 室 以 新 鲜 白菜 在 
塑料 盒 中 进行 人 工 饲 养 30 代 以 上 。 饲 养 温度 为 27 + 
1C ,相对 湿度 为 65% +5% , 光 周 期 为 16L:8D。 收 
集 羽 化 后 1 -3 d 的 肉 、 雄 蛾 触角 各 100 对 、 头 各 30 
头 (无 触角 ) 生殖 器 各 30 头 以 及 胸 和 腹 组 织 各 20 
头 , 置 于 -70Y 冰箱 等 竺 使用。 利用 不 同 批 次 昆虫 ， 
按 同样 方式 再 收集 上 述 各 组 织 样品 2 套 ,共计 收集 
3 组 独立 样品 用 于 下 步 半 定量 RT-PCR 检测 。 
1.2 总 RNA 提取 和 cDNA 的 合成 

使 用 Trizol 158] ( Invitrogen ,美国 ) 提取 1.1 节 
中 收集 的 小 菜 蛾 成 虫 不 同 组 织 的 总 RNA ,方法 按照 
说 明 书 进行 。 提取 的 总 RNA 浓度 和 质量 通过 
NanoDrop-2000 ( NanoDrop Products , 美国) 和 琼脂 糖 
凝 胶 电 瀛 检测 。 取 2 pg 总 RNA, LJ OligodT 为 引 
物 , 合 成 cDNA, 实验 操作 依照 First Strand cDNA 
Synthesis Kit ( Fermentas ,立陶宛 ) 使 用 手册 合成 的 
cDNA 用 作 PCR 和 半 定 量 RT-PCR 的 模板 。 
1.3 引物 设计 

在 实验 前 期 的 转录 组 测序 和 分 析 工 作 中 ,已 从 
小 菜 蛾 触角 中 鉴定 到 了 多 个 气味 受 体 基因 ,其 中 
PxylORO 已 验证 具有 完整 的 开放 阅读 框 ,我 们 选择 
该 基因 进行 克隆 和 功能 研究 。 利 用 Primer Premier 
5.0 软件 设计 PxylORO 的 全 长 引物 和 半 定 量 的 引 
物 。 半 定量 RT-PCR 实验 中 ,选择 小 荣 蛾 核糖 体 蛋 白 
RPS3 基因 PxylRPS3 ( GenBank 登录 号 为 KJ405954 ) 
作为 内 参 基 因 (Soques et al., 2010; 孔 畅 仪 等 ， 
2014) ,同样 使 用 Primer Premier 5.0 软件 设计 半 定 
量 引物 。 全 部 引物 信息 见 表 1。 所 有 引物 均 由 上 海 
生 工 生物 工程 股份 有 限 公司 合成 。 


















































表 1 本 研究 所 用 引物 名 称 及 序列 
Table 1 The primers used in this study 








引物 名 称 引物 序列 (5 -37) 引物 用 途 
Primer name Primer sequences Use of primers 
PxylOR9-F CGGACTAGTCACCATCTTTAAGCCCAAAGAAAAG (Spe I ) cDNA 克隆 
PxylOR9-R ATTTGCGGCCGCCTATTTGTGCTCATTCACATTG (Not I ) cDNA cloning 





PxylOR9-RTF 
PxylOR9-RTR 
PxylRPS3-RTF 
PxylRPS3-RTR 


GCTTCAGTATTAGTCGTGGCA 
AATATCTGTCGGAGAAAGGAGA 
GGTGTCCTCCGCTTCATCAT 
GTCACCAGGATGTGGTCTGG 


半 定 量 RT-PCR 
Semi-quantitative RT-PCR 


括号 内 为 限制 性 内 切 酶 名 称 , 酶 切 位 点 在 序列 中 以 下 划 线 表示 。The restriction enzyme of each primer is marked in parenthesis behind the sequence , 


and the restriction sites are underlined. 


1.4 基因 克隆 

以 小 菜 蛾 的 触角 cDNA 为 模板 ,利用 特异 引物 
扩 增 PxyLOR9 的 完整 开放 阅读 框 序列 。 反 应 体系 
为 :5 x Prime Star Buffer Z& nhi 5 uL (& Mg), 





dNTPs 2 uL (2. 5 mmol/L), 正 向 和 方向 引物 各 
0.5 pL (10 pmol/L) , Primer Star. 高 保 真 酶 (宝生 
物 , 大 连 )0.25 uL (5 U/uL) ,加 水 至 25 uL, 1&5], 
短暂 离心 , 放 入 PCR 仪 中 进行 扩 增 。 反 应 条 件 为 : 
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95C 预 变 性 5 min; 98"C 变性 10 5,55 ~ 60% 退火 
15 s,72*C 延伸 90 s,35 个 循环 ;最 后 72% 延伸 
10 min, PCR 扩 增 产物 经 1. 096 防 脂 糖 凝 腕 电泳 检 
测 并 回收 。 回 收 后 的 PCR 产物 连接 到 pEASY-Blunt 
克隆 载体 (全 式 金 生物 技术 有 限 公 司 , 北 京 ) 并 测序 
( 华 大 基因 ,北京 ) 。 
1.5 序列 分 析 

使 用 EXPASY ( Expert Protein Analysis System, 
http://www. expasy. org ) 的 Translate tool ( http:// 
web. expasy. org/translate ) 将 核酸 序列 翻译 成 氨基 
酸 序列 , 通过 Compute pL/Mw 工具 (http://web. 
expasy. org/compute _pi/) 预测 蛋白 分 子 量 和 等 电 
点 。 使 用 TMHMM ( http://www. cbs. dtu. dk/ 
services/TMHMM) 进行 跨 膜 结构 域 预 测 。 使 用 
MEGA 5.0 软件 (Tamura et al., 2011) 采用 邻接 法 
进化 树 , 分 支 的 支持 
率 通过 bootstrap 验证 ,重复 次 数 1 000, 
1.6 半 定 量 RT-PCR 

以 羽化 后 1 -3 d 雌 、 雄 成 虫 的 触角 .生殖 器 LOK 
(无 触角 ) 、 胸 和 腹 的 cDNA 为 模板 ,利用 半 定 量 RT- 
PCR 检测 PxylOR9 在 以 上 组 织 中 的 表达 情况 ,反应 
体系 为 20 uL: 2 x TaqMasterMix PCR 混合 液 ( 康 为 
世纪 ,北京 )10 uL, H, 0 8 pL, 上 、 下 游 引物 (10 
hmol/L) 各 0.5 pL,cDNA 模板 1 uL, PCR 反应 条 
件 如 下 :94% 预 变性 3 min;94% 变性 30 s,53% 退火 
40 s,72% 延伸 30 s,34 个 循环 ;最 后 72% 延伸 10 
min。 以 小 菜 蛾 核糖 体 蛋 白 RPS3 基因 PxylRPS3 
( GenBank 登录 号 为 KJ405954 ) 作为 内 参 (Soques et 
al., 2010; 孔 畅 仪 等 , 2014) 。 半 定量 RT-PCR 产物 
经 2% 琼脂 糖 电 泳 ,用 EB 染色 后 ,在 紫外 下 用 
GelDoc XR HERRIRA A (Bio-Rad ,美国 ) 成 像 。 试 
验 用 独立 的 RNA 样品 重复 3 次 。 
1.7 表达 载体 的 构建 和 cRNA 的 合成 

测序 正确 的 基因 全 长 ( 带 酶 切 位 点 ) 经 Spe 1A 
Not. I 双 酶 切 后 , 亚 克 隆 到 表达 载体 pT7Ts-oligo 上 
(体系 为 6 uL 基因 片段 1 uL 10 x T4 Ligase Buffer, 
2 pL 双 酶 切 过 的 pT7Ts-oligo 载体 和 1 pL T4 
Ligase,16 吕 条 件 下 连接 过 夜 ) ,连接 体系 转化 天 根 
Top10 感受 态 细胞 ,培养 过 夜 后 , 挑 取 8 个 阳性 克隆 
进行 PCR 验证 (体系 和 条 件 同 1.4 节 ) ,正确 的 克隆 
用 液体 LB( 含 100 jg/mL 的 抗生素 Amp * ) 培养 过 
夜 后 送 测序 。 测 序 正确 后 提取 重组 质粒 使 用 EcoR7 
进行 单 酶 切线 性 化 ,利用 mMESSAGE mMACHINE 
pT7 进行 cRNA 的 合成 。 
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1.8 测试 气味 

实验 所 用 59 种 植物 挥发 物 均 来 自 Sigma- 
Aldrich 公司 (纯度 三 95% ) , 见 表 2。 首 先 用 DMSO 
配 成 1 mol/L 的 储备 液 ,存放 在 - 20Y 冰箱 符 用 。 
实验 前 ,使 用 1 x Ringer (96 mmol/L NaCl, 2 mmol/ 
L KCl, 5 mmol/L MgCl,, 0. 8 mmol/L CaCl, 和 5 
mmol/L HEPES, pH 7.6) 溶 液 稀释 到 使 用 浓度 。 为 
保证 实验 结果 的 可 靠 性 ,实验 中 所 用 气味 样品 均 是 
现 用 现 配 。 
1.9 爪 蚁 卵 母 细胞 表达 和 双 电 极 电 压 钳 记录 

爪 蝎 卵 母 细胞 表达 和 双 电 极 电压 钳 记录 方法 参 
HE Lu 等 (2007) 和 Wang 等 (2010 ) 法。 将 新 合成 好 
的 PxylOR9 和 实验 室 前 期 已 合成 的 PxylOrco( Sun et 
al., 2013) 的 cRNA 各 27.6 ng, 注 射 到 健康 且 成 熟 
的 爪 蟾 卵 母 细胞 中 。 注 射 好 的 细胞 在 培养 液 (1 x 
Ringer,5% 马 血 清 ,50 pg/mL 四 环 素 ,100 ug/mL 
PEREZ FI 550 pg/mL 丙酮 酸 钠 ) 中 ,18% 恒温 培 养 。 
3 d 后 ,利用 0C-725C 双 电极 电压 钳 (Warmer, 美 国 ) 
记录 卵 母 细 胞 对 测试 气味 刺激 的 反应 。 具 体 数据 获 
取 和 分 析 通 过 数 模 转化 器 Digidata 1440A 和 软件 
pCLAMP 10.2 完成 (Axon ,美国 ) 。 
1.10 数据 统计 分 析 

卵 母 细胞 对 各 待 测 气味 反应 的 不 同 程度 利用 
one-way ANOVA 的 统计 方法 进行 统计 分 析 。 







































































2 结果 


2.1 小 菜 蛾 气味 受 体 基因 PxylORO9 的 克隆 和 序列 
分 析 

利用 实验 室 前 期 对 小 菜 蛾 成 虫 触 角 的 转录 组 测 
序 和 分 析 的 实验 结果 ,我 们 克隆 得 到 其 中 一 气味 受 
体 基 因 PxylOR9 的 cDNA 全 长 序列 (GenBank 登录 
号 : KP757898 ) 。 序 列 分 析 显 示 , PxylOR9 全 长 为 
1 350 bp ,编码 449 个 氨基 酸 。 预 测 的 蛋白 质 分 子 量 
51.6 kDa ,等 电 点 为 8.66。 利 用 TMHMM2.0 软件 预 
ill PxylOR9 具有 6 个 跨 膜 结构 域 ,分 别 位 于 第 49 — 
71,83 -102 ,141 -163 ,193 -212 ,327 -347 和 352 — 
372 位 氨基 酸 处 ,N 末端 位 于 细胞 膜 内 (图 1) 。 

为 明确 新 克隆 的 PxylORO 基因 的 编码 产物 与 其 
他 昆虫 气味 受 体 进化 关系 ,选择 已 报道 的 鳞 翅 目 昆 
虫 家 看 的 63 个 气味 受 体 (Tanaka et al., 2009) 和 棉 
铃 虫 的 36 个 气味 受 体 (Liu et al.,2012) ,以 及 已 经 
报道 的 小 菜 蛾 的 6 条 性 信息 素 受 体 和 1 条 Orco 
(Sun et al., 2013 ) 构 建 了 系统 进化 树 ( 图 2)。 系 统 
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表 2 本 研究 所 用 植物 挥发 物 
Table2 Plant volatiles used in this study 















































































































































序号 化 合 物 名 称 序号 化 合 物 名 称 
No. Chemical No. Chemical 
MN LERE 
1 2- 杀 乙醇 2-Phenylethanol 31 irans-2-Hexen-1-al 
2 顺 -3- 己 烯 -1- 醉 32 4- 乙 基 茶 甲醛 
cis-3-Hexen-1 -ol 4-Ethylbenzaldehyde 
er 3 乙烯 基 茶 甲醛 
3. B-AEFHF B-Citronellol x: 3-Vinylbenzaldehyde 
- " ' (1R)-( - )- 桃 金 娘 烯 醛 
4 叶 醇 Geraniol 34 
香 叶 醇 Geranio (1R)-( - )-Myrtenal 
Wi-2-pls-L- E 
5 顺 2 已 烯 -1- 醇 35 4S Benzaldehyde 
cis-2-Hexen-1 -ol 
6 IEE 1-Heptanol 36 Bit Heptanal 
, UMS y 硕 3- 已 燃 基 乙酸 本 
(15)-( — )-Verbenone ( Z) 3-Hexenyl acetate 
i 
8 正己 醇 1-Hexanol 38 乙酸 反 2- 己 烯 栈 
trans-2-Hexenyl acetate 
9 (S)- 顺 式 -马鞭 草 烯 醇 39 顺 -3- 己 烯 基 乙酸 酯 
(S) -cis-Verbenol cis-3-Hexenyl acetate 
jo ”有 反 式 3 已 烯 -1- 醇 40 DETER 
trans-3-Hexen-1-ol 1,4-Diethylbenzene 
T 3,7- 二 甲 基 -3- 辛 醇 à 4'- 乙 基 茶 乙 酮 
3,7-Dimethyl-3-octanol 4'-Ethylacetophenone 
12 ”合成 右 旋 龙 脑 L( - )-Borneol|| 42 ZH" HR Benzyl acetate 
13 (+ )- 冰 片 ( + ) -Borneol 43 ” 正 十 四 烷 Tetradecane 
14 ”下 乙酸 已 酯 Hexyl acetate 44 ZIRENK Nonyl acetate 
LO) - 反 坟 - 枞 于 其 本 
15 ( 一)- 反 式 松 TUE 45 ”乙酸 已 酯 Hexyl acetate 
( — ) drans-Pinocarveol 
16 (=- )- 芳 樟 醇 ( — )-Linalool 46 "Wd Ocimene 
17 “ 芳 樟 醇 Linalool 47 IEF A Tridecane 
水 杨 酸 甲 酯 
5 FH gis 
18 AH eH Methyl Benzoate || 48 Mus salieylatë 
19 ”正己 酸 乙 酯 Ethyl Hexanoate || 49 B- 紫 罗兰 酮 B-Ionone 
20 ”月 桂 烯 Myrcene 50 ”樟脑 ( + )-Camphor 
(R)-( + ) Eris "- 
21 (RC joene 51 IERI Nerolidol 
: ; 2,6- BU] das y 
25. R3 Mac Füene » 2 ,6-Di-tert-butylphenol 
1- A t 
23 (-)-B-J& Hs ( —)-B-Pinene || 53 GOES 
1-Aminoanthracene 
2- Tn 
24 3k Camphene 54 十 五 烧 天 
2-Pentadecanone 
25 a-s w-Humulene 55 ” 茶 乙 酮 Acetophenone 
(S)-C- FREI d M 
26 (S)-( — ) -Limonene 56 “ 异 内 基 末 Cumene 
27 ”oa- 松 油 燃 a-Terpinene 57 “乙酸 辛 酯 Octyl acetate 
28 (Oo tris 58 4S R Benzaldehyde 
( — ) -irans-Caryophyllene 
—)-4 AH 
29 ( 一 )- 氧 化 石竹 燃 59 “了 丁 酸 乙 酯 Ethyl butyrate 
( — )-Caryophyllene oxide 
y) BAKR SRA 


Farnesene, mixture of isomers 
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图 1 PxylORO 跨 膜 结构 域 预测 
Predicted transmembrane domain of PxylOR9 





Fig. 1 


进化 树 的 结果 显示 ,Orco 和 性 信息 素 受 体 由 于 较 高 
的 同 源 性 ,在 进化 树 中 可 以 分 别 聚 成 一 文 。PxylOR9 
与 其 他 鳞 翅 目的 普通 气味 受 体 聚 集 在 一 起 ,但 与 性 
言 息 素 受 体 有 很 明显 的 分 离 , 表 明 其 属于 普通 气味 
受 体 。PxylOR9 与 棉铃 虫 的 气味 受 体 HarmOR46 X 
为 一 文 , 显 示 出 两 者 具有 较 高 的 同 源 性 。 

2.2 PxylORO9 在 小 菜 蛾 雌雄 蛾 不 同 组 织 中 的 表达 
分 析 

利用 半 定 量 RT-PCR 的 方法 检测 了 PxylOR9 在 
小 羔 蛾 肉 雄 蛾 触角 、 头 (无 触角 ) 、 胸 、 腹 和 生殖 腺 等 
5 个 不 同 组 织 中 的 表达 模式 。 结 果 显示 PxylORO 在 
雌雄 触角 中 特异 表达 , 且 在 肉 雄 间 表 达 量 无 明显 差 
异 。 在 其 他 组 织 中 均 不 表达 (图 3)。 
2.3 PxylOR9 功能 分 析 

在 爪 蟾 卵 母 细胞 中 将 PxylOR9 与 PxylOrco 进行 
共 表 达 , 用 双 电 极 电 压 钳 记录 系统 记录 PxylOR9/ 
PxylOrco 对 共计 59 种 测试 气味 的 反应 。 电 压 钳 记 
录 结 果 显 示 ,PxylJOR9/PxylOrco 只 对 B- 紫 罗兰 酮 有 

反应 , 其 他 的 测试 气味 均 未 引起 反应 (图 4)。 

















本 研究 在 实验 室 转录 组 测序 和 分 析 的 基础 上 ， 

从 小 菜 蛾 触角 中 克隆 得 到 一 气味 受 体 PxylOR9 的 
cDNA 全 长 。 昆虫 的 气味 受 体 具有 典型 的 结构 特征 ， 
即 7 个 跨 膜 结构 域 并 且 N 末端 位 于 细胞 膜 内 
2006; Leal, 2013 ) 。 综 合 运 用 相关 
预测 软件 对 PxylORO 的 跨 膜 结构 数目 进行 了 预测 ， 
预测 结果 显示 ,PxylOR9 具有 6 个 跨 膜 结构 域 并 且 
N 末端 位 于 细胞 膜 内 。 软 件 预测 的 结果 显示 的 跨 膜 
结构 域 数目 不 是 7 个 ,这 一 结果 在 其 他 昆虫 气味 受 
体 的 序列 分 析 中 也 非常 常见 ,在 棉铃 虫 成 虫 触 角 转 
录 组 测序 中 ,有 部 分 气味 受 体 的 跨 膜 域 只 有 5 ~6 个 
(Liu et al., 2012)。 因 此 ,我 们 可 以 确定 PxylOR9 符 
合 昆虫 气味 受 体 的 结构 特征 。 系 统 进化 树 的 分 析 结 





( Benton et al., 
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Fig. 2 Phylogenetic tree of PxylOR9 and other known lepidopteran ORs based on amino 
acid sequences with the neighbor-joining method 
Pxyl: 小 菜 蛾 (红色 )Pluiella xylostella (red); Bmor; ZÆ ( 蓝 色 )Bombyx mori (blue) ; Harm; 棉铃 虫 (绿色 ) Helicoverpa armigera ( green). 
性 信息 素 受 体 用 红色 阴影 标 出 ，Orco 用 蓝 色 阴 影 标记 。The clade in red indicates the pheromone receptor clade, while that in blue indicates 
the Orco clade. 











PxylORO 


MA FA MH FH MT FT MAb FAb MG FG 
图 3  PxylOR9 在 小 菜 蛾 成 虫 中 的 组 织 表达 谱 
Fig. 3 Tissue expression patterns of PxylORO in Plutella xylostella adults 
MA: 雄 峨 触角 Male antenna; FA; 肉 峨 触角 Female antenna; MH: 雄 峨 头 (无 触角 ) Male head (antenna removed) ; FH: MEIRA ( Z6 fh ff ) 
Female head (antenna removed) ; MT: HEIR Jf] Male throax; FT: WEIR Jéj Female throax; MAb: AES Male abdomen; FAb: WEIR JE Female 
abdomen; MG; 雄 蛾 生殖 腺 Male genitalia; FG; 雌 蛾 生殖 腺 Female genitalia. 














仪 等 , 2014) 、 烟 蚜 夜 蛾 (Krieger et al., 2002) FIKA 
夜 峨 (Legeai et al., 2011) ZÆ ( Tanaka et al., 2009) 
FU EE (ATASE, 2014) 中 ,不 同 的 普通 气味 受 
体 在 表达 模式 上 不 同 , 其 中 部 分 气味 受 体 在 雌性 或 
雄性 成 虫 触角 高 表达 或 特异 表达 ,也 有 些 气 味 受 体 
在 雌雄 成 虫 触角 间 无 明显 差异 ,同时 ,还 有 一 些 在 其 


RRHH ,PxylORO 与 其 他 的 鳞 翅 目的 性 信息 素 受 体 
有 着 明显 的 分 离 ,并 且 与 普通 气味 受 体 聚 集 在 一 文 ， 
同样 证 明 PxylOR9 为 小 菜 蛾 普通 气味 受 体 。 

目前 研究 气味 受 体 在 不 同 组 织 表达 情况 可 推测 
气味 受 体 的 可 能 功能 。 不 同 的 气味 受 体 在 组 织 表 达 
模式 上 有 很 大 的 差异 ,在 鲜 翅 目 昆 虫 小 菜 蛾 ( 孔 畅 
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植物 挥发 物 Plant volatiles 











图 4 不 桨 卵 母 细 胞 中 共 表 达 的 PxyIOR9/PxylOrco 对 不 同 植物 挥发 物 的 反应 


Fig. 4 Responses of co-expressed PxylOR9/PxylOrco in Xenopus oocytes to different plant volatiles 
A: TOME Bp HS p ba £5 o Hp D E Fs EET RIRIK I] PxylORO /PxylOrco 对 10 -4 mol/L 浓度 的 植物 挥发 物 的 反应 Inward current responses of co- 
expressed PxylOR9/PxylOrco in Xenopus oocytes to 10 7^ mol/L of plant volatiles (n 26) ; B; 注射 水 的 爪 蟾 卵 母 细胞 对 各 种 气味 刺激 没有 反应 
Xenopus oocytes injected with water failed to respond to any of the plant volatiles; C; PxylOR9 对 植物 挥发 物 反应 的 柱 形 统计 图 Diagram of response of 
co-expressed PxylOR9/PxylOrco in Xenopus oocytes to plant volatiles (n 26). 图 中 数据 为 平均 值 + 标 准 误 。Data in the figure are mean SE (n 26). 























他 组 织 中 特异 表达 等 。 比 如 , 海 飞 翅 夜 蛾 气味 受 体 
SlitOR18 在 触角 内 特异 表达 ,并 且 与 性 信息 素 受 体 
在 同一 类 感 器 中 表达 ,因此 SlitOR18 基因 可 能 与 成 
虫 感受 性 信息 素 有 关 ( Brigaud et al., 2009), 。 同 时 
也 证 明 不 同 组 织 表 达 模 式 与 其 功能 有 着 密切 的 联 
Zo PxylORO 在 雌雄 触角 中 高 表达 ,可 能 对 于 植物 
挥发 物 的 识别 发 挥 着 重要 功能 。 

在 上 述 通过 表达 谱 进 行 功 能 推测 的 基础 上 ,我 
们 进一步 利用 爪 蝎 卵 母 细 胞 进行 异 源 表达 并 结合 双 
电极 电压 钳 记 录 系 统 , 对 PxylOR9 的 气味 配 体 进行 
了 测定 。 结 果 显 示 , 在 59 种 被 测 普通 气味 中 ， 
PxylOR9 只 对 B- 紫 罗兰 酮 有 反应 。 在 菊 科 植物 豚 革 
精油 中 ,通过 GC-MS 检测 到 了 B- 紫 罗兰 酮 ,实验 发 
现 豚 草 精油 对 小 菜 蛾 成 由 具有 产 卵 趋 避 作 用 , 且 对 
小 菜 蛾 2 龄 幼虫 具有 非 选 择 性 拒食 作用 ( 陈 峰 ， 
2009) 。 这 其 中 B- 紫 罗兰 酮 是 否 起 主导 作用 ,还 需 进 

















































































































一 步 实 验 验证 。 

根据 我 们 的 实验 结果 ,推测 PxylOR9 对 于 小 莱 
蛾 成 虫 和 幼虫 识别 不 利 环 境 具 有 一 定 的 作用 。 将 气 
味 受 体 这 方面 的 深入 研究 与 前 人 在 化 学 生态 学 的 研 
究 结 果 相 结合 ,能 更 深层 次 的 解释 昆虫 在 取 食 、 产 
卵 趋 避 和 交配 等 方面 的 生化 和 分 子 机 制 。 为 研制 
研究 高 效 引诱 剂 或 驱 避 剂 提 供 理论 依据 ,也 可 为 害 
虫 防治 提供 一 个 新 的 思路 与 途径 。 
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